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SAŽETAK
Hemolitičko-uremijski sindrom (HUS) jeste klinički sindrom koji se ispoljava trombocitopenijom, hemoliznom anemijom i akutnim oštećenjem bubrega. Tipični HUS je izazvan dejstvom verotoksina na endotelne ćelije malih krvnih sudova bubrega i mozga. Glavnu ulogu u patogenezi atipičnog HUS-a ima poremećaj regulacije aktivnosti alternativnog puta sistema komplementa (mutacije gena za proteine koji regulišu aktivnost alternativnog sistema komplementa, antitela na faktor komplementa H). Bolest se klinički ispoljava simptomima i znacima oštećenja bubrega i mozga. Dijagnoza HUS-a postavlja se na osnovu smanjenog broj trombocita, mikroangiopatske hemolizne anemije (negativan Coombsov test, smanjena koncentracija haptoglobina, povećana koncentracija ukupnog bilirubina i laktat dehidrogenaze u serumu, povećan broj šizocita u razmazu periferne krvi) i povećane koncentracije kreatinina u serumu. Za razlikovanje tipičnog od atipičnog HUS-a trebo uraditi mikrobiološki pregled stolice, izmeriti titar antiverotoksin-antitela i antilipopolisaharid-antitela, odrediti aktivnost enzima ADAMTS13 (mutacija gena za ADAMTS13, anti-ADAMTS13-antitela) i ispitati aktivnost alternativnog puta sistema komplementa (C3 komponenta komplementa, faktor komplementa H, I, B, ispoljavanje MCP na mononuklearnim ćelijama iz periferne krvi, anti-CFHantitela). Bolesnici sa tipičnim HUS-om leče se rastvorima za infuziju, antibioticima koji ne povećavaju oslobađanje verotoksina i dijaliznom potpornom terapijom. Kod bolesnika s atipičnim HUS-om plazmafereza je terapijski postupak prve linije, a kod bolesnika kod kojih postoji rezistencija ili zavisnost od plazmafereze primenjuje se blokator C5 komponente komplementa (eculizumab).
Ključne reči: hemolitičko-uremijski sindrom; atipični hemolitičko-uremijski sindrom; plazmafereza; komplement C5; antitela, monoklonska. 
ABSTRACT
Hemolytic uremic syndrome (HUS) is
UVOD
Hemolitičko-uremijski sindrom (HUS) jeste klinički sindrom koji se odlikuje smanjenim brojem trombocita, mikroangiopatskom hemoliznom anemijom (MAHA), stvaranjem krvnih ugrušaka u malim krvnim sudovima (mikrotromboza) i akutnim oštećenjem bubrega (1) . Oštećenje eritrocita (šizociti) nastaje usled prolaska ovih ćelija kroz sužene delove mikrocirkulacije u kojima je ubrzan protok krvi (Coombsov test negativan). Na pojačanu hemolizu eritrocita ukazuje smanjena koncentracija haptoglobina, povećana koncentracija ukupnog bilirubina i povećana koncentracija laktat dehidrogenaze u serumu (LDH) (1) . Najznačajnija komplikacija HUS-a je razvoj akutnog oštećenja bubrega, a kod 20% bolesnika dolazi do razvoja završnog stadijuma hronične bolesti bubrega (1, 2).
ETIOPATOGENEZA HUS-A
U zavisnosti od etiopatogeneze razlikujemo dva tipa HUS-a: tipični i atipični (3, 4) . Tipični HUS nastaje kao posledica oštećenja endotelnih ćelija, koje je izazvano Shiga toksinom (Shiga toksin 1Stx 1) koji stvara Eschrichia coli serotip O157:H7 (1-3). Tipični HUS se u literaturi označava još i kao STEC-HUS (Stx-producing Eschirichia coli-associated HUS) (HUS povezan sa dijarejom). Shiga toksin (verotoksin) jeste egzotoksin, protein molekulske mase od 70 kDa, koji se sastoji od jedne A subjedinice (33 kDa) i pet B subjedinica (svaka po 7.7 kDa) (3, 4) . Svaka B subjedinica se visokim afinitetom vezuje za globotriaosylceramide (Gb3) receptore, koji se nalaze u membrani endotelnih ćelija glomerula, epitelnim ćelijama tubula i mezangijumskim ćelijama (3, 4) . Vezivanjem za Gb3 receptor na membrani endotelnih ćelija glomerula, Shiga toksin 1 ispoljava direktno toksično dejstvo, stimuliše lučenje velikih molekula von Wilebrandovog faktora -vWF (multimeri), povećava ispoljavanje receptora za trombocite, aktivira trombocite (stvaranje ugrušaka krvi) i povećano ispoljava P-selektin (aktivacija alternativnog puta sistema komplementa) (3, 4) . Menjajući površinu endotelnih ćelija, Shiga toksin 1 može da ošteti funkciju enzima ADAMTS13 (A Desintegrin And Metalloproteinase with a ThromboSpondin type 1 motif, member 13) i da na taj način doprinese stvaranju ugrušaka krvi u mikrocirkulaciji ciljnih organa (bubrega, mozak) (3, 4) . Atipični HUS (aHUS) nastaje zbog poremećaja funkcije proteina koji regulišu aktivnost alternativnog puta sistema komplementa: faktor komplementa H (CFH), faktor komplementa I (FCI), faktor komplementa B (FCB), membrana kofaktor protein (CD46) i C3 komponenta komplementa (4, 5) .
Sistem komplementa predstavlja skup cirkulišućih i membranskih proteina koji imaju važnu ulogu u odbrani domaćina od mikroorganizama, ali i u oštećenju tkiva koje je posredovano antitelima. Postoje tri glavna puta aktivacije sistema komplementa: klasični, lektinski i alternativni (5) (6) (7) (8) (9) . Centralnu ulogu u sva tri puta aktivacije komplementa ima protein C3, koji je ujedno i najzastupljenija komponenta komplementa u serumu (5-9). Klasičan put aktivacije sistema komplementa započinje kada se antitela (klase IgG ili IgM) vežu za antigen, aktivira se C1 komponenta komplementa, koja cepa komponentu komplementa C4 na C4a i C4b. Fragment C4b cepa C2 komponentu komplementa (C2a, C2b), pri čemu nastaje C3 konvertaza (C4b2a). C3 konvertaza klasičnog puta razlaže C3 komponentu komplementa na C3a i C3b. Fragment C3b se vezuje za C3 konvertazu (C4b2a), pri čemu nastaje C5 konvertaza klasičnog puta sistema komplementa (C4b2a3b). C5 konvertaza razlaže C5 komponentu komplementa na C5a i C5b, i omogućava stvaranje kompleksa C5b-9 (membrane attack complex -MAC), koji oštećuje membrane ćelija (membrane endotelinih ćelija kod aHUS-a) (5-9). Lektinski put aktivacije sistema komplementa započinje bez prisustva antitela, kada se protein plazme lektin veže za manozu i nastane manose-binding lectin (MBL). MBL je po građi sličan C1 komponenti komplementa klasičnog puta i može da aktivira C4 komponentu komplementa. Dalji koraci u aktivaciji sistema komplementa su isti kao i kod klasičnog puta (5-9). Alternativni put aktivacije sistema komplementa je stalno aktivan (nizak stepen aktivnosti) zbog spontane hidrolize C3 komponente komplementa. Fragment C3b se vezuje za Bb (faktor B se pod dejstvom proteaze razlaže na fragment Bb). Tako nastali kompleks C3bBb razlaže nove C3 komponente komplementa (C3a, C3b) i označava se kao "C3 konvertaza alternativnog puta sistema komplementa" (5-9). Fragment C3b se vezuje za C3bBb i tom prilikom nastaje C5 konvertaza alternativnog puta sistema komplementa (C3bBb3b). Razlaganjem C5 komponente komplementa nastaje C5b-9 kompleks, koji razgrađuje membrane ćelija organa (membrane endotelnih ćelija glomerula kod aHUS-a) (5-9).
Zbog stalne aktivnosti, alternativni put sistema komplementa je pod čvrstom kontrolom regulatornih proteina (proteini koji regulišu aktivnost alternativnog puta sistema komplementa) (5-9). Postoje dve grupe regulatornih proteina. Prvu grupu regulatornih proteina čine proteini koji su prisutni u cirkulaciji (regulatori "solubilne" ili "fluidne" faze). Oni blokiraju aktivaciju klasičnog i alternativnog puta sistema komplementa. C1 inhibitor/C1 inhibitor (C1INH) i C4-vezujući protein/C4 binding protein (C4BP) značajni su za kontrolu aktivacije klasičnog puta sistema komplementa (C1INH može da blokira i vezivanje lektina za manozu), dok faktor komplementa H (CFH) i faktor komplementa I (CFI) blokiraju aktivaciju alternativnog puta sistema komplementa (5) (6) (7) (8) (9) . Drugu grupu regulatornih proteina 60
čine proteini koji su vezani za membrane ćelija (membranski regulatorni proteini), a označavaju se još i kao regulatori "solidne" faze aktivacije sistema komplementa (5-9). U ovu grupu regulatornih proteina spadaju: membranski kofaktor protein (MCP ili CD46), receptor za komplement tip 1/complement receptor 1 (CR1 ili CD35), DAF (decay accelerating factor) i protektin/protectin (CD59) (5-9). Klasterin (SP-40), vitronektin (S protein) i complement factor H related 1 (CFHR1) regulišu aktivaciju završnog puta sistema komplementa. Faktor komplementa H (solubilan), MCP (CD46) i CR1 (membranski proteini) vezuju se za C3b fragment komponente komplementa i blokiraju vezivanje faktora B u alternativnom putu sistema komplementa (5-9). Faktor komplementa H (CFH) najznačajniji je protein za regulaciju aktivnosti alternativnog puta sistema komplementa. To je protein plazme, molekulske mase 150 kDa, koji sadrži dva mesta za vezivanje C3b fragmenta komponente komplementa C3 i koji u fiziološkim uslovima štiti domaćina od oštećenja izazvanog aktivacijom alternativnog puta sistema komplementa. Nedostatak ili poremećaj funkcije faktora H (mutacija gena 1q32 (20-30%), anti-CFH-antitela (60%)) za posledicu ima pojačanu aktivnost fragmenta C3b, pojačanu aktivaciju sistema komplementa (C3a, C5a, C5b-9), oštećenje endotelnih ćelija i stvaranje krvnih ugrušaka u malim krvnim sudovima organa, uključujući i bubreg (5-9).
KLINIČKA SLIKA
Kod bolesnika sa tipičnim HUS-om (STEC-HUS), pre kliničkog ispoljavanja bolesti javlja se infekcija gastrointestinalnog trakta sojem Escherichia coli, koji produkuje Shiga toksin (muka, gađenje, proliv, krvave stolice i bol u abdomenu). Klinička slika HUS-a zavisi od organa u kojima se odigrava mikrotromboza. Zahvaćenost bubrega se manifestuje porastom koncentracije kreatinina u serumu (smanjenje jačine glomerulske filtracije) i razvojem oligoanurije (patološki sediment, hipertenzija). Kod 30-40% bolesnika potrebna je dijalizna potporna terapija, a kod 20% bolesnika, posle oporavka od STEC-HUS-a dolazi do razvoja hronične bolesti bubrega (hipertenzija, proteinurija, mikrohematurija) (3, 4). Kod 20-25% bolesnika sa STEC-HUS-om dolazi do zahvaćenosti centralnog nervnog sistema (pospanost, dezorjentisanost, hemipareza, konvulzije) (3, 4) . Kod bolesnika sa aHUS-om, u prodromalnoj fazi, klinička slika zavisi od kliničkog stanja koje je uzrokovalo razvoj aHUS-a (okidači aHUS-a), a bubreg i mozak su takođe dva primarna ciljna organa u kojima se odigrava proces mikrotromboze i oštećenja, sa već pomenutim kliničkim manifestacijama (5, 6).
DIJAGNOSTIKA
Za dijagnostikovanje tipičnog HUS-a treba uraditi mikrobiološka ispitivanja (kultura stolice ili brisa rektuma (kultura stolice za STEC O157:H7), antilipopolisaharidna antitela (anti-LPS antitela) i PCR (polymerase chain reaction) za Shiga toksin. Dijagnostikovanje poremećaja regulacije alternativnog puta sistema komplementa uključuje: određivanje koncentracije C3 i C4 komponente komplementa u serumu (normalna koncentracija C3 u serumu iznosi 660-1250 mg/l, nefelometrija), test za dokazivanje C3 nefritičkog faktora (C3 nephritic factor -C3NF), određivanje koncentracije CFH (normalno iznosi 330-680 mg/l, ELISA), CFI (normalno iznosi 40-80 mg/l, ESLISA) i CFB (normalno iznosi 93-380 mg/l, nefelometrija) u serumu. Vrednosti CFH i CFI manje od 60% normalne vrednosti ukazuju na postojanje deficita (5-9). Dijagnostikovanje aHUS-a uključuje i procenu ispoljavanja membranskog kofaktor proteina (MCP) na 
Slika 1. Algoritam za lečenje aHUS-a HUS -hemolitičko-uremijski sindrom, Stx -Shiga toksin, STEC -Stx-producing Eschirichia coli, PCR -polymerase chain reaction, ANA -antinuklearna antitela,C3 -komponenta komplementa C3, C4 -komponenta komplementa C4, CFHfaktor komplementa H, CFI -faktor komplementa I, CFB -faktor komplementa B, MCP -membranski kofaktor protein
Izmenjeno prema referenci (23) .
DIFERENCIJALNA DIJAGNOZA
U kliničkoj praksi HUS treba razlikovati od trombotične trombocitopenijske purpure (TTP). TTP je klinički sindrom koji se odlikuje trombocitopenijom, hemoliznom anemijom, akutnim oštećenjem centralnog nervnog sistema i blagim do umerenim oštećenjem bubrega (13, 14) . Na površini endotelnih ćelija malih krvnih sudova organa, veliki molekuli von Wilebrandovog faktora (oslobađaju se iz endotelnih ćelija) razgrađuju se pod dejstvom enzima metaloproteaze ADAMTS13 (stvara se u jetri i vezuje se za površinu endotelnih ćelija u malim krvnim sudovima). Na taj način se sprečava njihovo međusobno povezivanje, spajanje s trombocitima, stvaranje ugrušaka krvi (krvni ugrušci se sastoje od vWF, trombocita i fibrinogena/fibrina) (13, 14) . Nedostatak (mutacija gena 9q34 za ADAMTS13) ili smanjena aktivnost (anti-ADAMTS13-antitela) ovog enzima za posledicu imaju pojačanu mikrotrombozu u centralnom nervnom sistemu i bubregu (13, 14) . Normalna aktivnost enzima ADAMTS13 iznosi od 30-120%, a aktivnost  10% ( 5%) ukazuje na trombotičnu trombocitopenijsku purpuru (TTP) (13, 14) . Lečenje trombotične trombocitopenijske purpure sastoji se od infuzije sveže smrznute plazme i plazmafereze. Plazmaferezom se odstranjuju anti-ADAMTS13-antitela i obnavlja aktivnost ovog enzima (za supstituciju se koristi sveža smrznuta plazma) (13, 14) . Kod bolesnika sa lošom kontrolom bolesti uključuje se i imunosupresivna terapija (kortikosteroidi, rituksimab) (13, 14) .
LEČENJE
Lečenje tipičnog HUS-a se sastoji od primene rastvora za infuziju (optimalni hemodinamski status bolesnika), antibiotika i dijalizne potporne terapije (akutno oštećenje bubrega). Od antibiotika se primenjuju ciprofloksacin, meropenem, fosfomicin i hloramfenikol (ne povećavaju oslobađanje Shiga toksina i ne povećavaju rizik od razvoja HUS-a) (3, 4) .
Bolesnik sa aHUS-om treba da se leči u specijalizovanoj zdravstvenoj ustanovi (jedinica intenzivnog lečenja), koja je opremljena i primenjuje različite modalitete dijalizne potporne terapije i plazmaferezu u svakodnevnoj kliničkoj praksi (5, 6) . Transfuzija trombocita je kontraindikovana zbog mogućnosti pogoršanja stvaranja ugrušaka krvi u malim krvnim sudovima različitih organa (bubrega), osim kod bolesnika koji krvare i kod kojih je planirana hirurška intervencija (broj trombocita manji od 30 x 109/l) (5, 6) . Plazmafereza je prva linija lečenja bolesnika sa aHUS-om (5, 6, (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) . Plazmaferezom se odstranjuju izmenjeni, nefunkcionalni proteini koji regulišu aktivnost alternativnog puta sistema komplementa (CFH, CFI, CFB, C3), kao i autoantitela na CFH (anti-CFH antitela) (5, 6, (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) . Za nadoknadu (supstituciju) odstranjene plazme koristi se sveža smrznuta plazma, koja sadrži funkcionalne proteine sistema komplementa i obnavlja njihovu koncentraciju u serumu bolesnika (5, 6, (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) . Plazmaferezu treba primeniti unutar 24 h od kliničkog ispoljavanja aHUS-a, svakodnevno tokom 3-5 dana, menja se 1,0-1,5 volumen plazme (60-65 ml/kg), a za supstituciju se koristi sveža smrznuta plazma (5, 6, (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) . U toku lečenja plazmaferezom, svakodnevno se određuje broj trombocita u krvi, koncentracija kreatinina i koncentracija laktat dehidrogenaze u serumu. Odnos koncentracije LDH u serumu pre treće i pre prve sesije plazmafereze manji od 0,6 (LDH3/LDH1  0,6) ukazuje na dobar odgovor na lečenje plazmaferezom. Ako se aktivnost bolesti kontroliše svakodnevnim plazmaferezama, preporučuje se postepeno smanjivanje njene učestalosti: pet puta nedeljno u toku dve nedelje, a zatim tri puta nedeljno u toku dve nedelje. Učestalost plazmafereze nije isključiva, ona se prilagođava svakom bolesniku (rizik od plazmafereze, broj trombocita, koncentracija kreatinina i LDH u serumu) (5, 6, (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) . Ukoliko se posle pet uzastopnih svakodnevnih plazmafereza održava hemoliza ili ne oporavlja funkcija bubrega, govori se o nekontrolisanom aHUS-u, čak i ako se broj trombocita poveća do normalnog broja. Nekontrolisani aHUS je indikacija da se lečenje nastavi plazmaferezom ili da se primeni blokator C5 komponente komplementa (eculizumab) (5, 6, (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) . Kod bolesnika sa aHUS-om i anti-CFH-antitelima pored plazmafereze, istovremeno se primenjuje imunosupresivna terapija (kortikosteroidi, azatioprin, mikofenolat mofetil, ciklofosfamid, rituksimab), radi sprečavanja relapsa aHUS-a. Glavni nedostaci u lečenju bolesnika sa aHUSom plazmaferezom jesu: tehnička opremljenost ustanove (aparat za plazmaferezu), potrošni materijal za plazmaferezu, vaskularni pristup za plazmaferezu (komplikacije povezane s plasiranjem centralnog venskog katetera), rastvor za supstituciju (alergijska reakcija na svežu smrznutu plazmu), stručan i uigran tim zdravstvenih radnika (stalna edukacija kadra) (20) (21) (22) .
Kod bolesnika sa aHUS-om, kod kojih postoji rezistencija (nemogućnost povećanja broja trombocita do normalnog praga ( 150 x 109/l), smanjenja koncentracije LDH u serumu na normalan nivo, smanjenja koncentracije kreatinina u serumu za najmanje 25% u odnosu na početnu vrednost (smanjenje koncentracije kreatinina u serumu za ≥ 25%) posle pet uzastopnih svakodnevnih plazmafereza) ili nekompletan odgovor na plazmaferezu (održiva hemoliza i/ili trombocitopenija i/ili odsustvo popravljanja funkcije bubrega posle), zavisnost od plazmafereze (relaps bolesti posle prekidanja plazmafereze: pad broja trombocita, porast koncentracije LDH u serumu), nepodnošljivost sveže smrznute plazme, nemogućnost plasiranja centralnog venskog katetera za plazmaferezu) u lečenju se primenjuje blokator C5 komponente komplementa (monoklonsko antitelo eculizumab) (23) (24) (25) (26) (27) . Terapijska koncentracija eculizumaba u serumu od 50-100 g/ml, obezbeđuje kompletnu blokadu aktivnosti završnog komplementa (povećava se broj trombocita, smanjuje se koncentracija LDH u serumu, stabilizuje se koncentracija kreatinina u serumuoporavak funkcije bubrega) (23) (24) (25) (26) (27) . Lečenje se sastoji od dve faze: inicijalna i faza održavanja. U inicijalnoj fazi eculizumab se primenjuje u dozi od 900 mg, u obliku i. v. infuzije u toku 25-45 minuta, jednom nedeljno tokom četiri nedelje. U fazi održavanja eculizumab se primenjuje u dozi od 1.200 mg, u obliku i. v. infuzije u toku 25-45 minuta, pete nedelje, a zatim svake druge nedelje (pet doza) (23) (24) (25) (26) (27) . Eculizumab povećava rizik od meningokokne infekcije, zbog toga je neophodno primeniti meningokoknu vakcinu (najmanje dve nedelje pre primene eculizumab-a (US Advisory Committee in Immunization Practices -USACIP) ili dugotrajnu profilaksu antibiotikom (azithromycin) (neophodan je monitoring bolesnika za otkrivanje ranih znakova meningokokne infekcije) (23) (24) (25) (26) (27) . Procena odgovora na primenjenu terapiju uključuje praćenje broja trombocita, određivanje koncentracije kreatinina i laktat dehidrogenaze u serumu na svake dve nedelje. Remisija aHUS-a (normalizacija hematoloških parametara) definiše se kao normalan broj trombocita (broj trombocita  150 x 109/l) i normalna koncentracija LDH u serumu, u najmanje dva uzastopna merenja, s razmakom od najmanje četiri nedelje (≥ 4 nedelje) (23) (24) (25) (26) (27) . Posle primene eculizumaba i postizanja kompletne remisije potreban je monitoring za otkrivanje simptoma i znakova aHUS-a u periodu od najmanje 12 nedelja (tri meseca) (23) (24) (25) (26) (27) .
ZAKLJUČAK
Rano dijagnostikovanje HUS-a i precizno razlikovanje tipičnog od atipičnog HUS-a omogućava pravovremenu primenu odgovarajućeg lečenja. Savremeno lečenje aHUS-a uključuje plazmaferezu, imunosupresivne agense i blokator C5 komponente komplementa (eculizumab) i u značajnoj meri popravlja ishod.
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